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【諸言】
柵周病の雅椛には多くの頂が関与するが,特に慢性MJb'.懐 においてはredco.-1Plexと呼ばれ
るPo,･phyl･O'nOnO･Sgi"giva/LIB,Trep'"7em70de"h･co/a,Ta1717e,･eI/Ofurs)JlhL･Oの3櫛種が主たる起関南と
され,中でもp gF･'ghJム/isは病態の形成において中心的な御別を見たしていると考えられてい
る｡P.gL.ng'･va/'･Sの病雌性因子としてタンパク質分解酵素,線毛,剰 葵,赤JrlL球凝集素･-モグ
ロビン紙合タンパク質などが知られているが,これらの病原性田子の御 州ま遺伝学的および分
子生物学的手法により明らかにされてきたO
プラスミドは,多くの遺伝子机換え実験に利用されている｡細菌の遺伝学的解析において多
用されている｡Pgi'7givalJ･.Yの過伝子操作に用いられているプラスミドとして,Bacterui`les属
閃有のプラスミドを由来としたpVAL-1をはじめ,pTJCOW･pNJR12,pY¶400な･どが知られ
ているoこれらのプラスミドはいずれも10kb以上とサイズが大きく,P･gi17gilJO/iAY-の導入に
は偵一.T伝適法が用いられているo接合伝適齢 ま導入すべき馴#･,すなわち受容菌に加え･特定
の火JIL･,)菌株雅の供与鞘を必要とし,さらに両菌株の増殖相をそろえる必要があり,操作が蜘雑
であるbそれに対し･心気穿孔掛 こよる形劉 V(換法は受容菌のみを叩!Olr'J-するのみであり,またそ
の前処即も'ImlJ接 線衝彼で洗浄するのみであるため,秋作が馴 'Eである｡
本研究では,PgL.ngivIJlisにおいて操作が怖便な髄'^揚 礼法により高効率に導入される,帆
用性の高い,操作性の良いプラスミドを作製することを目的としたo
【方法】
接合伝達法で導入される大腸5-Bacter'".d'･SのシャトルベクターPVAL-1をもとに以下の操
作を行なった｡
I.塩基配列が未知であるpVAL-1の鮎基配列を決定した0
2.PVAL-1の配列の中でBocleroides属菌体内での･J(雌 起点および接合伝達に必要なmob配
列を含む帆風 およびエリスロマイシン耐性遺伝子カセットを大腸菌クロ｣ニングベク
ターpBILteSCHptITSK(-)に挿入 したプラスミドを作製 し,接合伝達法を用いて･P
g,.ngiva/Ls内で袖製するために必要なpvAL-1の最/J､紙域を決定した0
3,PVAL-1の必要最小鮒 戒を使用して最小化プラスミドを構築し･PTIO-1と名付けたC
｣ヽまた本研究で作製したpTIO11について次のことを検証した｡
I.'L塩気辞孔法によるpTTO-1のPgT'ngivalL'Sへの:･.'呼人条件の最il削ヒを図り,Pg7'ngiva/is-の
導入効率を求めた｡
2.定iJi.･PCR法により保持iyl1-内でpTIO-1のコピー 牧を求めた0
3. 保持閑を継代することによりpTJO-1の安定性を朋べた.
4.朋気穿孔法によりpTIO-1･の導入が可碓な宿主域を求めた｡
【結果】
1.PVAL-1の塩基配列を決定した結見 10,8221叩であった｡
2.PVAL-1の中でPgingh,a/J'S両肘内での機恥に必班な1a!j域は1,651bpであった｡
3.最小化プラスミドとして大月糾守クローニングベクターPBJuescript,ISK(-)を骨格とし,P
gi7givali.V謝体内での袖灘起点およびエリスロマイシン耐性辿伝子カセットを持つ4,479
bpのPT10-1を構築した｡
4.電/j'-t穿孔法によるpTI,0-1のPgitlgivalisATCC33277株-の噂入効率は,2.5kV/2mmの電
気パルスをかけた場合,3.6xlO'7j=6.3x10-a(transfom)ants/pgDNA)であった.
5..Pgi7gF'ValisATCC33,277棟内における pVAL-1とpTIOllのコピー 数はいずれも1であっ
た｡
6.PgiJ7givEtlisATCC33277棟内におけるプラスミドの保有率はPVAL-1では12I_+代で0.5%,
24世代以牌は0%であったのに対し,PTIO-1では12tH_･代で7.4%,24tJiI代以降では0%
であった｡
7.PTIO-1は俄気穿孔法により供試したpgingivalis6菌株および3種類のBocteroides属菌
種に高効率に導入された｡
【考察】
これまでにpgingivalisに使用できる怒気穿孔法用の有用なプラスミドはほとんど報告が無
く､現在汎用されているものは無い｡今回作製した pTIO･1は電気穿孔法で導入1･■丁能であった
こと､そのサイズは従来のものに対して大幅に減少されたことから今後の遺伝子操作に有用で
あると考えられるOそのコピー 数は元にしたpvAL-1と同じであり､また安ni'性も改善したこ
と､臨床分離株を含め供試したすべての株に導入可経であったことからも有用性が示唆され
た｡
E総括】
p gingivaLisの遺伝子操作に有用と考えられる電'iこ穿孔法により同菌に導入可他なプラスミ
ドベクターpTIO-1を橋場し,その有用性が示された｡
i学位論文審査結果の要旨
Por/'hyroIN'DlaSgingiva/i.Yの:･O伝子他作に用いられるプラスミドとして,B`IClerOidesJd閉有のプラスミ
ドを由TJi:としたpvAL-1などが知られている,.これらのプラスミドのP,LliI7L,L'V〟/iLlへの導入には他作が轍
鮒な傾合伝適法が用いられているDそれに対 し 'lB:I;tも穿孔法はI-･yu作が(-.･Til.tJiである｡本研究では,P.
gilJg仙J/isに'lt式辞･孔法によりF,'.i効率に帝人される,汎川性の高いプラスミドを作雛することを目的とし
た｡また作興したプラスミドの生物学的性状をID･-Jらかにすることを目的としたo
目的とするプラスミドの作Fit'iにあたって,接合伝適法で昭入される大仙･'IJ.:-B,/al,roil/LJShJ3,のシャトル
ベクター pV∧L-1から出発した｡まず pvALlの食塩抽甲己列と仇JL･(erOiJLJ.1･hdi.i榊体内での~馴Ji起点を
明らかにしたO次に袖rilLii起点およびエリスロマイシンIn'汁･fJil日伝子かヒットを大棚伸クロー ニングベクター
pRluじ.lCrip川 Sl((-)に挿入したプラスミドを作tiI'lL,こJl,在,Jli･小化することによりプラスミドpT10-1を構築
した.また pTJO-1について,鵜it穿孔1-:での婦人効率,'lJ'･Li'主城,コピー数,および安定性を検討し
た0
本研究で明らかになったことは,以下の通りで,C)る0
1)pv∧L-1は 10,822hpからなるプラスミドで,払った0
2)pvAL1の中でP.L,/'〝gh,Ll/i.Y菌体内での臥掛 こ必要な傾城は約1.6kbであった0
3)本J･'Jr･兜において作処したpT10-1はpln'cscrip川 SK(-姥伸格とし,p.giNghJulis歯休内での複拠起
点およびEm1Rを持ち,大きさは4,4791叩であった｡
4)風気穿孔法によるpTTOllのP.gI'1gh･a/i.yATCC33277株-のせ入効率は,1.25kV/mmの電気パ
ルスをかけた場合,3.6汰lO'7土6,3xlO~&(/pgDNA･CFU)であった,
5)P.gilgjv(∫/isATCC33277棟内における pVAL-1とpTJ0-日/)コピー敬はいずれも1であった｡
以l掛ま0%であったのに対し,pTrO-1では 121L一代で7.4%,24世代以降では0%であった0
7)PTTO-1は眺祝したP.giyIgil･`t/I-.Y6朋株および3種類のBとJL･/a,r'N-de.Y属薗椛すべてに'@気穿孔法に
より高効率に埠入された｡
pTJO-】は噸気穿孔法で導入可能であったこと,サイズは従来のものに対k,て大幅に縮小されたこと
から今経の也伝子根作に有用であると考えられる(,また,跡体内コピー牧は pV^ L-]と同じであり,安
定性も改逝したこと,rflU.床分剛椎を含め供.拭したすべての株に婦人可能であったことからも,その有用
性が重ねて示唆された｡
本脇文では,P.gl'17givu/Lfの分子生物学的研究を発展させる上で塵耳なツールを構築しており,こ
れは今後 p gt'17givalisの病原性を解明する研究を加速しうる重要な貢献であるCよって,審査委pFL会
は本焔文に博士(歯学)の学位.愉文としての･lliflr'lIを,温める｡
